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(54) Tide: METHOD FOR THE SPECIFIC COUPLING OF THE CAP OF THE EXTREMITY 5' OF A FRAGMENT mRNA AND 
PREPARATION OF mRNA AND COMPLETE cDNA 

(54) litre: METHODE DE COUPLAGE SPECIFIQUE DE LA COIFFE DE L'EXTREMITE 5' D'UN FRAGMENT D'ARNm ET 
PREPARATION D'ARNm ET D'ADNc COMPLET 



(57) Abstract 

The present invention relates to a method for the specific coupling 
of the cup of the extremity 5* of a eucaryotic mRNA fragment by 
means of a molecule functionalized by an amine function. The present 
invention also relates to a method for isolating the extremity 5* of 
mRNA and a method for the preparation of the single strand cDNA 
extremity complementary of the extremity 5' of mRNA and of double 
strand cDNA corresponding to the extremity 5* of mRNA. The present 
invention also discloses a method for isolating full length cDNA 
corresponding to the totality of mRNA. 

(57) Abrege" 

La presente invention concerne une me*thode de couplage 
specifique de la coiffe de rextremitf 5' d'un fragment d'ARNm 
eucaryote par une mol6cule fonctionnalisee par une fonction amine. 
La pr6sente invention foumit tfgalement une mfithode d'isolement 
d'extremite* 5' d'ARNm et une mtfthode de preparation d'extremite" 
d'ADNc simple brin complementaire de rextr6mit6 5' d'ARNm 
et d'ADNc double brin correspondant a rextremite" 5 ? d'ARNm. 
La prtsente invention foumit £galement une m£thode d'isolement 
d'ADNc de pleine longueur correspondant a la totality de l'ARNm. 
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METHODE DE COUPLAGE SPECIFIQUE DE LA COIFFE DE L 1 EXTREMITE 
5 ! D'UN FRAGMENT D'ARNm ET PREPARATION D'ARNm ET D'ADNc 
COMPLET 

5 

La presente invention concerne une methode de couplage 
specifique de la coiffe de Textremite 5' des ARN messagers (ARNm) 
eucaryotes. La presente invention concerne egalement une methode 

10 d'isolement d'ARNm d'eucaryotes comportant la coiffe 4 l'extremite 5'. En 
outre la prSsente invention concerne une methode de preparation d'ADNc 
simple brin (sb) complementaire de 1'extrdmite 5' d'ARNm ou d'ADNc 
double brin (db) correspondant a l'extremite 5' d'ARN ainsi que d'ADNc 
complet. La presente invention comporte en outre des trousses de reactifs 

15 pour la mise en oeuvre desdites m£thodes. La presente invention 
concerne aussi une methode de capture de proteine reconnaissant des ARN 
messagers. Enfin, la presente invention concerne egalement des 
fragments d'ARNm couples specif iquement par la coiffe 5' a une molecule. 

70 L'activite des genes est gouvernee par des domaines nucldiques 

situes en amont du site d'initiation de la transcription. 11 est generalement 
admis que la region d'ADN genomique situe dans les 500 premiers 
nucleotides en amont du site d'initiation de la transcription constituent le 
promoteur proximal. Celui-ci contient une grande partie des informations 

25 necessaires a la regulation de la transcription. Certaines sequences 
facilitant ou inhibant la transcription des genes se situent bien en amont 
(cote 5') ou en aval (cote 3') du promoteur proximal. La connaissance des 
sequences rfigulant l'activite des genes est primordiale pour comprendre 
et a plus long terme modifier les mecanismes d'expression des genes. La 

30 determination de ces domaines regulateurs est grandement facilitee par 
Tisolement et la caracterisation des extremites 5' des messagers. Celles-ci 
peuvent en effet etre utilisees comme point d'ancrage dans le genome 
humain pour ensuite isoler les promoteurs a 1'aide des techniques 
classiques de la biologie moleculaire ou encore permcttre l'identification 

35 des genes et le reperage des promoteurs par analyse informatique 
(sequences homologues) de sequences d'ADN genomique. 
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Bien que la sequence des extr6mit£s 5' des ARNm soit d'une grande 
importance, les techniques classiquement utilises pour caractdriser et 
isoler des ARNm sp^cifiques passent par Pisolement des clones d'ADNc 
correspondants. Or par construction, ces clones sont plus ou moins 
5 tronques dans les parties correspondant aux extr6mit& 5' des ARNm. Des 
ameliorations certaines ont ete r6cemment apport£es dans Pisolement et la 
caracterisation des extremit£s 5'. Frohman et Coll. (1) et Delort et ColL (2) 
on decrit Pisolement des extremites 3' des ADNc correspondant aux 
extr6mit6s 5' des ARNm au moyen d'adjonction d'un homopolymere a leurs 

10 extremitds afin de faciliter le clonage de PADNc complet apres 
amplification en chaine par polymerase ("ACP = PCR" en anglais). 
Toutefois, les exemples duplication rapportes avec ces mdthodes 
concernaient uniquement des ARN messagers relativement abondants. 
Delort et Coll. (2) ont montre que la m£thode etait difficilement applicable 

15 a des especes moleculaires faiblement exprimees. L'inefficacite de la 
methode est due a l'adjonction de sequences homopolymeriques a 
Pextr£mite 3' des ADNc grace k Pactivit£ de la terminale transferase. En 
effet, dans ce cas, Pamorce utilisee pour initier la synthase du deuxi&ne 
brin (ddnom^e amorce retour) puis 6ventuellement pour les ACP 

20 subsequentes contient necessairement une queue homopolymerique k son 
extremite 3'. Cette queue homopolymerique, de sequence 
anticomplementaire de celle ajoutee a Pextremite de 3' des ADNc, peut 
s'hybrider sur des sequences homopolymeriques internes contribuant 
ainsi a la gen£se de fragment d'ADN plus court que le fragment attendu. 

25 Un deuxidme facteur limitant la sensibilite de la methode est lie a 
Pamplification de fragments d'ADNc synthetises par amorgage non 
specifique. Ces fragments d'ADNc sont autant de cibles possibles pour 
Pamorce retour pourvu qu'ils presentent une sequence homopolymerique 
favorable a Phybridation. 

30 

Pour pallier les inconv^nients lies a l'adjonction de queue 
homopolymerique, Dumas Milne Edwards et Coll. (3) ont ligature k 
Pextremite 3' des ADNc un oligonucleotide fonctionalise (Etiquette) grace 
k Pactivite de la ARN ligase du phage T 4 . La fonctionalisation de 
35 Poligonucleotide visait a emp£cher Pauto-ligature des etiquettes. Pour 
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cela, l'oligonucleotide devait presenter une extr£mite 5' P et une extremite 
3' sans fonction hydroxyle. L'etiquetage des ADNc simple brin est 
sup6rieur 4 Padjonction d'une queue homopolym^rique, car une sequence 
definie est ajoutee k la molecule d'ADNc. Aussi, les difficultes liees a 
5 Putilisation d'une amorce ayant une sequence homopolym^rique a son 
extr6mit€ 3* sont totalement dliminees. Ceci a considerablement am&iore 
Pisolement d'extr£mit<§ 3' d'ADNc. Les deux strategies decrites 
prec^demment presentent encore la limitation de partir d'ADNc c'est-i- 
. dire, du produit de Pactivite de la transcriptase. Or il est connu que 
10 Penzyme peut avoir des difficult^ i recopier les brins d'ARN messager, 
dans certaines regions riches en structures secondares par exemple. 

Pour contourner cette difficulte il a £te propose d'etiquetter 
directement les ARNm (4 - 7). Cette deuxieme methode repose sur l'ajout 2t 

15 PextremitS 5' des ARNm d'une -sequence totalement ou partiellement 
ribonucleotidique permettant a la fois de marquer Pextremite 5' des ARNm 
et de fournir une sequence d'ancrage pour les manipulations de clonage. 
L'extremite 5' des ARNm eucaryotes est protegee par une structure 
chimique particuliere : la coiffe (methyl-7-guanosine reliee a Pextremitg 

20 5' des ARNs messagers par une liaison 5'-triphosphate). Dans I'Stat actuel 
des connaissances, il n'existe pas de moyens biologiques permettant 
d'ajouter directement une sequence ribonucleotidique & la coiffe d'ARNm. 
Aussi, pour isoler les ARNs suivant cette methode, il est necessaire d'abord 
d'eliminer la coiffe des ARNm puis d'ajouter la sequence 

25 ribonucleotidique choisie. Cette methode presente l'avantage de marquer 
specifiquement les ARN a leur extremite 5' a l'aide d'une sequence connue 
qui peut etre utilisee comme cible d'amorces specifiques utilisables pour 
synthetiser les deuxiemes brins ADNc et eventuellement pour realiser des 
ACP. Toutefois, les manipulations realisees sur les ARN, en particulier le 

30 nombre de reactions enzymatiques a realiser limitent Pusage que Pon 
peut faire de cette methode a des quantites imponantes d'ARNm. Cette 
methode a Pinconvenient de faire intervenir de hombreuses etapes 
enzymatiques qui peuvent etre limitantes car les enzymes peuvent etre 
contaminees par des ARNases, et entre chaque etape les manipulations 

35 permettant de purifier les acides nucleiques sont couteuses en materiel. 
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U a enfin 616 decrit un procede de purification d'ARNm (8) dans 
lequel on utilise les propridt£s d'une proline particuliere de reconnaitre 
et se lier k la coiffe de l'extr&nitd 5' des ARNm apres selection des 
h£t£roduplexes ADNc-ARNm. Cette methode implique en effet la formation 
5 prealable d'h^roduplexes ARNm-ADNc et ne peut done s'appliquer qu'a 
des ARNm de configuration lineaire ou pr£alablement denatures. 
Toutefois, dans les conditions denaturantes n^cessaires k la linearisation 
de la molecule d'ARN pour favoriser la fixation de la coiffe, ladite proteine 
decrite dans ce procede se denature £galement et perd ses proprietes de 
10 reconnaissance et d'affinit£. Aucune des methodes decrites a ce jour ne 
permet done Tisolement des ARN messagers complets. 

Un but de la presente invention est done de fournir une methode 
permettant d'isoler les ARN messagers complets et notamment leur 
15 extremite 5 f , qui ne presente pas-les inconv£nients precites. 

Un autre but de la presente invention est de fournir une methode de 
preparation d'extremite 3' d'ADNc simple brin complementaire de 
Pextremite 5' des ARNm et d'ADNc double brin correspondant a 1 'extremite 
20 5' des ARNm et notamment d'ADNc complet. 

Pour ce faire, la presente invention fournit tout d'abord une 
methode de couplage specifique de la coiffe de l'extremite 5' d'un 
fragment d'ARN, notamment d'ARNm eucaryote par une molecule 
25 fonctionnalisee par une fonction amine qui comporte les etapes 
suivantes : 

a) on modifie specifiquement l'extremite 3' dudit fragment d'ARNm, 
de sorte que le dernier nucleotide ne comporte plus de groupe OH en 
positions 2' et 3' ; 

30 b) on realise une oxydation specifique de diol en dialdehyde sur la 

fonction 2\ 3'-cis diol de la methyl guanosine de Textremite 5' 
desdits fragments d'ARNm ; et 

c) on realise le couplage de la 2\ 3' dialdehyde obtenue a l'etape b) 
avec ladite fonction amine de ladite molecule biologique. 



35 
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On entend ici par "molecule fonctionnalisee par une fonction 
amine", une molecule qui peut comporter naturellement une fonction 
amine ou une molecule k laquelle on a adjoint une fonction amine. On 
entend par "fonction amine", le groupe amine tel quel ou une fonction 
5 comportant un groupe amine reactif tel que, hydrazide, carbazide, 
thiocarbazide ou semicarbazide. 

L'extr£mit£ 5* des ARN messagers est protegee par une structure 
particuliere : la coiffe. La coiffe est form£e d'une guanosine methytee en 

10 position 7 et unie a l'extremite 5' de la premifere base de TARN par une 
liaison 5-5' tri-phosphate. Dans certains cas la guanosine est methylee en 
positions 2 et 7* Enfin pour de rares messagers et pour de nombreux petits 
ARN nucleaires, la guanosine est trimethylSe en positions 2, 7, 7 (9). Le 
sucre (ribose) de ce nucleoside particulier a une fonction 2\ 3'-cis diol. 

15 Dans une molecule d'ARNm seules Ies deux extr£mites (5' avec la coiffe et 
3* avec le dernier sucre 2', 3'-OH) pr^sentent ces diols. C'est pourquoi, 
selon la presente invention, pour dinger le couplage de la molecule 
biologique contenant une fonction amine speficiquement vers l'extremite 
5* on modifie specifiquement l'extremite 3' desdites molecules d'ARN. 

20 Selon la presente invention il ne subsiste plus alors qu'un seul diol en 5' 
qui est oxyd6 en 2', 3' dialdehyde dans des conditions d'oxydation 
specifiques bien connues de l'homme de Tart (10, 11). Le dialdehyde 
obtenu peut ensuite reagir avec de nombreux reactifs contenant 
notamment des molecules comportant une fonction amine. Le couplage de 

25 molecules photo-activables (10) et la biotinylation de proteines (12), 
d'oligonucleotides (11) ont deja ete decrits en faisant reagir un dialdehyde 
avec de la biotine-hydrazine. La fixation de prolines k l'extremite 
d'oligonucleotides synth^tiques hydrazines a ete decrite (13). Cependant, 
la fixation ne se fait jamais sur la coiffe dans le cas d'acides nucleiques. 

30 
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A T6tape a) on entend par "modification de Textremite 3'" la 
substitution, transformation ou Elimination desdits groupes OH de la 
derntere base ou Teiimination ou Tadjonction k Textremite 3' dudit 
fragment d'ARNm d'un ou plusieurs nucleotides, de sorte que le dernier 
5 nucleotide de Textremite 3* ne comporte plus de groupe OH en position 2' 
et/ou 3* du cycle osidique. 

L'objectif de Tetape a) est de supprimer la fonction 2', 3* diol de 
Textremite 3' de sorte que Toxydation specifique de fonction diol ne se 
10 produise pas k Textremite 3', mais seulement k Textremite 5\ 

L'etape a) est facultative dans la mesure ou certains fragments 
d'ARNm ne component pas de diol en position 2' et 3' de la derntere base 
de leur extremke 3'. 

15 

Dans un mode de realisation, la modification de l'etape a) se fait par 
adjonction a Textremite 3' dudit fragment d'ARNm d'un nucleotide ou d'un 
oligonucleotide dont Textremite 3' ne comporte pas de fonction 2\ 3* diol. 

20 Le nucleotide ou Toligonucleotide adjoint peut presenter a son 

extremite 3', par exemple, au moins un groupe OH en 2' et 3' bloque par un 
groupe protecteur. 

La liaison entre Textremite 3' du fragment d'ARNm et le nucleotide 
25 ou Toligonucleotide peut se faire par une liaison internucleotidique 5'-3' 
avec Textremite 5' du nucleotide ou oligonucleotide selon des m£thodes 
connues de Thomme de Tart. 

Dans un mode de realisation particulier, on realise une ligature 
30 d'un nucleoside diphosphate en 3' et 5' (pNp), notamment par Tadjonction 
de pCp, en utilisant une enzyme, notamment TARN ligase et plus 
particulierement TARN ligase du phage T4 (14-15). 
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Lorsque le fragment d'ARNm comporte une extremite 3' polyA se 
terminant en 3' par une fonction 2', 3' diol k l'etape a), la modification 
specifique de 1 'extremite- 3' dudit fragment d'ARNm est realisee par 
hydrolyse alcaline menagee suivie d'une etape de separation des 
5 fragments k extremite 3' polyA gfineres par 1'hydrolyse alcaline. 

En effet, 1'hydrolyse alcaline se fait specifiquement a l'extremite 3'. 
Hie gunfire plusieurs fragments dont un premier fragment comportant la 
coiffe en 5' et les autres ont une extremite 5' OH, et Ieur extremite 3' est du 
10 type 3 'phosphate, 2 'phosphate ou (2\ 3') cyclophosphate, sauf un 
fragment comportant 1'extremit^ 3' du fragment d'ARNm initial qu'il faut 
done eliminer. 

Cene Elimination peut se faire par tous moyens appropries connus. 
Les fragments d'ARNm comportent le plus souvent une extremite 3' 
constitute par un fragment polyA. Dans ce cas on peut eliminer ledit 
deuxieme fragment, en particulier par fixation sur des oligonucleotides 
oligo dT ( notamment k 1'aide d'une colonne de chromatographic 
comportant une phase solide sur laquelle des oligo dT sont fixes. 

L'hydrolyse alcaline menagee se fait avantageusement en presence 
de NaOH 0.1 M a 4°C pendant 40 a 60 minutes. 

L'oxydation des diol du type a-glycol par l'acide periodique (H10 4 ) 
ou par le tetracetate de plomb provoque specifiquement la coupure de 
liaison C-C entre les deux fonctions hydroxyl et la formation de 
dialdehydes. 

Dans un mode de realisation particulier k l'etape b), ledit reactif 
30 d'oxydation specifique des diols en dialdehyde est du periodate, notamment 
de sodium. 

Dans un mode de realisation a l'etape c) les groupements 
dialdehydes formes par oxydation reagissent principalement avec des 



15 



20 
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fonctions amines, dans des conditions de pH acide, notamment un pH 
variant entre 4 et 6. La liaison est ensuite stabilise par reduction avec un 
borohydrure tel que NaBlU et pr£f£rentiellement un cyanoborohydrure 
tel que NaBHkCN, pour stabiliser la fonction hydrazone qui se trouve alors 
5 transform^ en hydrazide. 

De fagon appropriee ladite molecule fonctionnalisee est une 
molecule biologique. Comme molecule biologique on peut citer en 
particulier les prot&nes telles que l'avidine ou des anticorps, les 
10 vitamines ou des molecules Iigands entrant en jeu dans des interactions 
ligand/recepteur, ou encore des oligonucleotides. 

La presente invention fournit egalement une methode de marquage 
specifique de la coiffe de l'extremite 5' d'un fragment d'ARNm eucaryote, 
15 caracterisee en ce qu'on utilise une methode de couplage selon la presente 
invention, dans laquelle ladite molecule est une molecule de marquage. 

On entend ici par "molecule de marquage" une molecule pouvant 
etre detectee, directement ou indirectement c'est-i-dire apres liaison par 

20 interaction ou couplage covalent avec une autre molecule et/ou une phase 
solide. Par "detection directe" on entend notamment les cas ou ladite 
molecule comporte elle-meme un element detectable tel qu'un atome 
radioactif, ou ladite molecule est couplee a une enzyme que Ton peut 
detecter a 1'aide d'un substrat chromogenique ou ladite molecule est 

25 couplee a une molecule fluorescente. Par "detection indirecte" on entend 
notamment les cas ou ladite molecule est susceptible de reagir de maniere 
physico-chimique ou par couplage covalent avec une autre molecule elle- 
meme comportant un element detectable directement tel qu'un atome 
radioactif, une enzyme ou une molecule fluorescente. 

30 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
d'isolement de 1'extremite 5' d'un ARNm eucaryote dans un echantillon 
biologique, caracterisde en ce qu'on utilise une methode de couplage selon 
la presente invention, dans laquelle ladite molecule est une molecule 
35 permettant Pisolement du fragment d'ARNm auquel elle est couplee. 
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On entend par "extremity 5* d'un fragment d'ARNm" tout fragment 
qui comprend la coiffe methyl-guanosine en 5'. 

Par "molecule permettant risoIementV on entend une molecule 
5 permettant Tisolement de fagon directe ou indirecte du fragment d'ARNm 
auquel elle est couplee. Par "isQlement direct" on peut citer le cas de la 
precipitation dans le cas d'une proteine. Par "isolement indirect* on peut 
citer le cas ou ladite molecule est susceptible de reagir avec une phase 
solide ou une deuxteme molecule fix£e sur une phase solide. 

10 

La presente invention a egalement pour objet une trousse de 
reactifs utile pour la mise en oeuvre d'une methode de couplage, de 
marquage ou d'isolement selon la prdsente invention, caracteris£ en ce 
qu'elle comporte : 
15 - des reactifs de modification a I'extremite 3' desdits ARNm ; 

- des reactifs d'oxydation de la fonction 2'3'-diol a Textremite 5* en 
dialdehyde ; et 

- des reactifs de couplage covalent entre la dialdehyde et ladite 
fonction amine de ladite molecule. 

20 

En particulier, ledit reactif d'oxydation est du periodate de sodium. 

Selon un mode de realisation, lesdits reactifs de couplage avec ladite 
fonction amine component un tampon acide a pH entre 4 et 6 et un reactif 
25 de reduction consistant en un borohydrure. 

Selon une variante avantageuse, lesdits reactifs de modification de 
ladite extremite 3' sont des reactifs permettant le couplage de I'extremite 
3* dudit ARNm avec Textremlte 5' d'un oligonucleotide ou d'un nucleotide 
30 ne comportant pas de fonction 2\ 3* diol k son extremite 3*. 

En particulier, lesdits reactifs de modification de I'extremite 3' dudit 
ARNm consistent en un nucleotide 3', 5* diphosphate pNp et en un enzyme 
de ligature ARN ligase notamment, TARN ligase T4. 

35 
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La prfisente invention, permet aussi d'isoler I'extr&nite 5' d'ARNm 
et notamment d'ARNm complets en tirant panie de la r£activite chimique 
de leur extremity 5' et de la possibility de la modifier chimiquement 
spdcifiquement pour I'extr6mit6 5', de lui fixer une molecule, notamment 
5 molecule biologique telle que la biotine. Par la suite, les ARN ainsi 
marqu6s peuvent etre s61ecjionn£s par les techniques classiques 
permettant de les selectioner, par exemple par Putilisation de billes 
magnetiques couplees k de la streptavidine dans le cas d'ARN biotinytes. 
Dans ce cas, l'invention permet de purifier par capture sur bille d'avidine 
10 ou de streptavidine des messagers coiffes done complets ou les extremites 
5* de messagers complets. 

Plus precisement, la presente invention a done en outre pour objet 
une methode d'isolement d'ARNm complet notamment k Pextremite 5', 
15 dans un echantillon biologique, caracteris^e en ce que : 

1) on realise le marquage sp6cifique de la coiffe a l'extremite 5' de 
T ARNm avec une premiere molecule PI selon la methode de 
couplage de la presente invention pour obtenir le conjugue Pl- 

20 ARNm ; 

2) on met ledit ARNm marque par ladite premiere molecule 
biologique (Pl-ARNm) en presence d'une deuxieme molecule P2 qui 
interagit et se lie de fagon covalente ou non covalente avec ladite 
premiere molecule de maniere a former un conjugue ou 

25 respectivement un complexe (P2 / Pl-ARNm) ; 

3) on separe ledit conjugue ou dit complexe P2 / Pl-ARNm de 
P^chantillon et, 

4) on effectue eventuellement la coupure de la liaison covalente ou 
la decomplexation pour recuperer l'ARNm marque Pl-ARNm. 

30 

De fa^on appropriee, a Tetape 2) ladite deuxieme molecule se trouve 
fixee a une phase solide et, k Tetape 3) on separe la phase solide revetue 
dudit conjugue ou complexe de l'echantillon. 
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Toutefois, si lesdites molecules PI et P2 sont des prolines, le 
complexe P2/P1 peut etre r£cupere par exemple par precipitation, dans ce 
cas Piisage d'une phase solide n'est pas nScessaire. 

5 Dans un mode de realisation, comme premifere (PI) et deuxieme 

molecule (P2), on utilise des molgcules biologiques qui interagissent entre 
elles par une liaison de type non covalent. De tels couples sont bien 
connus. On peut citer notamment les couples antig£ne/anticorps tel que 
digoxigenine (DIG) / anticorps anti-digoxigenine (anti DIG) ou des 
10 interactions entre molecules biologiques de type biotine/avidine ou 
streptavidine ou encore des reactions d'hybridation entre acides 
nucleiques compltmentaires. 

La fixation de P2 sur la phase solide peut etre covalente ou non 
15 covalente selon des methodes connues de Phomme de Part. 

Dans un mode de realisation particulier, PI est Phydrazide de 
biotine et P2 est Pavidine ou la streptavidine. Dans ce cas, on peut separer 
Pavidine ou la streptavidine du conjugue biotine-ARNm par simple 
20 chauffage, a environ 95°C dans du 2% SDS. 

La phase solide peut etre constitute par la face interne du recipient 
dans lequel se trouve Pechantillon biologique ou un element tel que des 
billes que Pon introduit dans ledit recipient. 

25 

La mtthode d'isolement d'ARNm selon Pinvention peut comporter 
une etape supplementaire de coupure entre PI et ledit ARNm dans laquelle 
on stpare ladite premiere molecule biologique PI, pour recuptrer PARNm 
non couple. 

30 

La presente invention a egalement pour objet une trousse de 
reactifs d'isolement utile pour la mise en oeuvre d'une mtthode 
d'isolement d'extr£mit£ 5' d'ARNm selon Pinvention, caractdrist en ce 
qu'elle comporte les elements d'une trousse de reactifs de couplage 



WO 96/34981 



PCT/FR96/00651 



12 

d'ARNm sp^cifique de la coiffe en 5' avec une dite premiere molecule 
biologique PI selon la presente invention et une solution de ladite 
deuxieme molecule ou une phase solide sur laquelle se trouve fixee de 
fagon covalente ou non covalente une dite deuxifeme molecule biologique 
5 P2. 



La presente invention ar egalement pour objet une mSthode de 
preparation d'extr6mit6 3' d'ADNc simple brin et notamment d'ADNc 
complet caract6ris£e en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 
J 0 a) on effectue une transcription inverse d'extremite 5' d'ARNm et 

notamment d'ARNm complet obtenu par une methode d'isolement 
d'extremite 5* d'ARNm selon la presente invention ; 

b) on elimine les ARN simples brins et fragments d'ARN non 
hybrides pour obtenir une population d'heteroduplexes 

15 ADNc/ARNm dans lesquels- l'ARNm est un ARNm complet dont la 

coiffe en 5' est couplee specifiquement par une dite premiere 
molecule. 

c) on capture lesdits heteroduplexes a I'aide d'une phase solide 
revetue de ladite deuxidme molecule biologique et, 

20 d) on effectue une deshybridation des heteroduplexes pour 

r£cuperer les fragments d'ADNc simple brin comportant l'extremite 
3' et notamment les ADNc simple brin complets. 

Avantageusement a l'etape b), l'elimination des ARN simples brins 
25 ou fragments d'ARN non hybrides s'effectue par traitement enzymatique 
& l'aide d'une enzyme qui degrade les ARN simples brins ou non hybrides 
et conserve intacts les heteroduplexes ARN/ADN. 

En particulier, aprfes synthese d'un ADNc, 1'elimination par la 
30 RNAse Tl ou des Nucleases SI des molecules d'ARN ou des fragments d'ARN 
libres conduit a 1'obtention d'une population d'heteroduplexes contenant 
une molecule d'ARNm coiffe. Le couplage, notamment la biotinylation de 
la molecule d'ARN permet sa capture par les methodes mentionnees ci- 
dessus et done la purification de molecules d'extremite 3' d'ADNc et 
35 notamment d'ADNc complets. 
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La presente invention permet £galement de r£aliser par voie 
chimique la ligature d'une "etiquette* a la coiffe des ARNs messagers 
eucaryotes en vue de la preparation d'ADNc double brin, ladite sequence 
etiquette servant de cibles d'amorces utilisees pour synthetiser les 
5 deuxiemes brins d'ADNc. On entend ici par "etiquette", une sequence 
d'acide nucleique determine (desoxyribo, ribonucleotidique ou assimilee) 
quel que soit le proc^de ayant permis d'obtenir cette sequence. Ceci 
recouvre done les sequences naturelles ou synth£tiques quelle que soit la 
chimie utilisee pour les obtenir. 

10 

La methode d'etiquetage selon l'invention permet de s'affranchir 
des difficultes liees a Tutilisation d'enzymes pour realiser I'etiquetage des 
extr£mit£s 5' des ARNm. Dans la voie enzymatique d'etiquetage des ARNm 
impliquant T^limination prealable de la coiffe, la reaction de ligature est 

15 catalysee par une enzyme (la T4 ARN ligase) qui unit une extremite 3 '-OH a 
une extremite 5'-P. De ce fait, avant le "decoiffage* des ARNm, il faut 
inactiver les extremites 5'-P des ARNs non coiffes, ce qui rajoute une etape 
enzymatique (catalysee par une phosphatase telle qu'une phosphatase 
alcaline de bacterie (BAP) ou phosphatase alcaline d'intestin de veau 

20 (CIP)). Comme la methode utilisee se base sur la reactivite de la coiffe, dans 
une population complexe d'ARN, seuls les ARN messagers coiffes sont 
etiquetes. 

La presente invention a done egalement pour objet une methode de 
25 preparation d'ADNc double brin eucaryote correspondant & 1'extremite 5' 
d'ARNm et notamment d'ADNc complet dans laquelle on effectue les etapes 
suivantes : 

a) On effectue le couplage de la coiffe de 1'extremite 5' d'un 
30 fragment d'ARNm eucaryote, selon une methode de la presente 

invention dans laquelle ladite molecule fonctionnalisee est un 
oligonucleotide Etiquette comportant une fonction amine a son 
extremite 3', et dans laquelle methode, la premiere etape de 
modification de 1'extremite 3' de 1'ARNm est facultative, 

35 

b) On effectue la transcription inverse de l'ARNm ligature obtenu a 
l'etape a), 
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c) On denature les h£teroduplexes obtenus k r&ape b) et on ^limine 
les ARN simples brins pour obtenir le premier d'ADNc, puis 

d) On effectue la synthese du deuxteme k 1'aide de 1'ADN polymerase 
5 et d'une amorce dont la sequence est anti-complementaire de la 

totality ou d'une partie de la sequence de ^oligonucleotide etiquette. 

On a en effet, decouvert selon la prfsente invention, la possibility 
d'effectuer une transcription inverse a travers la coiffe. Cette faculty 
10 n'avait jamais ete demontree avant la presente invention. 

Cette mSthode permet d'obtenir I'ADNc double brin comportant 
l'extremite correspondant k l'extremite 5* de l'ARNm et notamment d'ADNc 
complet correspondant k TARN messager complet. 

15 

La methode de ligature chimique de l'etape a) utilise la reactivite 
des diols, dans une molecule d'ARN coiffee, les deux extremity du 
fragment d'ARNm peuvent done reagir. Une reaction au niveau de la seule 
coiffe est possible, il faut pour cela bloquer l'extrfmite 3' des ARNs coiffes 

20 en eliminant la fonction 3'-OH. Toutefois, la ligature d'une etiquette k 
l'extremite 3' des ARNm ne limite en rien l'utilisation de l'invention 
comme cela ressort du schema de la figure 3. En effet, il s'agit dans ce cas 
d'une ligature 3'-3' et, de toute facon, les amorces utilisees pour amorcer la 
transcription inverse sont alors situees en amont de la sequence 

25 nucleotidique ajoutee. Pour un meilleur rendement, Tetape de 
modification de l'extremite 3' de l'ARNm en vue d'une ligature specifique 
de Petiquette k l'extremite 5' dudit ARN peut etre preteree. 

Au cours de l'etape a) du procede de preparation d'ADNc double brin 
30 selon l'invention, on utilise preferentiellement pour la ligation un 
oligonucleotide etiquette synthase par voie chimique. La synthase de cet 
oligonucleotide etiquette est r^alisee en tenant compte du fait qu'il est 
essentiel d'utiliser un oligonucleotide non complementaire du produit 
d'extension d'amorce, pour eviter Tamplification d'ADN allochtone. 

35 
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La longueur de Poligonucleotide Etiquette utilise dans Pinvention 
doit etre suffisante pour permettre Phybridation* d'une amorce utilisable 
par PADN polymerase. Preferentiellement, on utilise un oligonucleotide 
d'une longueur au moins egale 4 10 nucleotides. Pour une meilleure mise 
5 en oeuvre de Pinvention, il peut etre preferable d'utiliser un 
oligonucleotide etiquette ayant une longueur suffisante pour permettre la 
realisation d'etapes supplementaires d'amplification. Dans ces conditions, 
la longueur de Toligonucleotide etiquette est avantageusement comprise 
entre 10 et 40 nucleotides. Dans un mode de realisation la fonction amine 
10 de Poligonucieotide etiquette est un groupe hydrazide 4 son extremite 3'. 

Un autre objet de Pinvention reside dans une trousse pour la mise 
en oeuvre du procede de preparation d'ADNc double brin decrit ci-avant, 
comprenant notamment Poligonucieotide etiquette comportant 
15 eventuellement une fonction amine a son extremite 3* et les reactifs 
permettant sa ligation a Pextremit6 5' de PARNm. 

Selon une variante particuliere de l'invention, la trousse comprend 
egalement les amorces et enzymes permettant la transcription inverse de 
20 la matrice initiale d'ARN en ADNc-sb et les amorces et enzymes permettant 
la synthese du deuxieme brin. Selon une autre variante particuliere de 
l'invention, la trousse comprend egalement les amorces et enzymes 
permettant l'amplification de l'acide nucieique double brin clone. 

25 La presente invention a egalement pour objet une methode de 

capture d'une proteine Po reconnaissant un ARNm dans laquelle on utilise 
de l'ARNm obtenu par une methode d'isolement selon la presente 
invention, que Ton met en presence de ladite proteine, puis on recupere 
le complexe (Proteine/ARNm complet) et on effectue une decomplexation 

30 pour recuperer ladite proteine. 

Ledit ARNm utilise peut etre couple a ladite molecule PI ou en etre 
separe. De meme, ledit ARNm ou conjugue Pl-ARNm peut etre fixe a une 
phase solide. En particulier, le conjugue Pl-ARNm peut etre fixe a une 
35 phase solide par Pintermediaire d'une interaction avec ladite molecule P2 
elle-meme fixee sur ladite phase solide. 
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Cette methode de capture peut s'appliquer en particulier k au moins 
deux situations biologiquement interessantes : 

isolement de prolines impliqu6es dans la regulation de la 
traduction et de la stability des ARN messagers , 
5 - si les ARNm sont des ARNpre-messagers, la preparation peut etre 

utilis^e pour capturer des prolines ou des complexes (SNURPS) 
intervenant dans P£pissage. 

D'autres avantages et caracteristiques de la presente invention 
10 apparaitront k la lumiere des exemples de realisation detaillee qui vont 
suivre. Ces exemples sont illustres par la figure 1 qui represente 
Telectrophorese sur gel de polyacrylamide, d'oligonucieotides non coiffes 
(colonnes A et B) et coiffes (colonnes C et D) marques par ligature de pCp 
radioactif 32p e t qui ont ete soumis au procede biotinylation de la coiffe 

15 decrit dans Texemple 1 (colonnes B et D) ou non soumis k ce procede 
(colonnes A et C). 

La figure 2 montre les resultats obtenus lors de la recuperation des 
oligonucleotides biotinyles et captures par des billes de streptavidine 
20 magnetique. 

La figure 3 represente le schema de la ligation chimique d'acides 
nucieiques k 1'extremite 5' des ARNm. Apres purification des ARNm par 
chromatographic oligo-dT, les ARNs, dont Textremite 3'-OH a 

25 eventuellement ete bloquee, sont oxydes en presence de periodate 
(etape 1). Puis, une etiquette nucieotidique hydrazinee est ligaturee aux 
ARNs oxydes (etape 2). La transcription inverse (etape 3) est amorcee 
(amorce) au moyen d'oligo-dT, d'hexameres k sequence aieatoire ou 
encore d'amorces ayant une sequence specifique. Lorsque la transcriptase 

30 inverse traverse la coiffe, elle peut recopier Tetiquette (Etiquette RT). 
Apres elimination des ARNs (etape 4), la synthese des ADNc deuxieme brin 
(etape 5) initie avec une amorce choisie pour s'hybrider avec la sequence 
de Petiquette retro-transcrite (Etiquette RT), conduit a Tobtention d'ADNc 
double brin contenant au moins Pextremite 5' des ARNm. 

35 
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La figure 4 represente une autoradiographic d'un 
electrophoregramme de gel de polyacrylamide 8% d'oligoribonucleotides 
de 200 nucleotides marques au pCp coiffes (colonnes C et D) ou non 
(colonnes A et B) ligatures (colonnes B et D) ou non (colonnes A et C) k 
5 une etiquette. 

La figure 5 reprdsente une autoradiographic d'un 
Electrophoregramme de gel de polyacrylamide 12 % d'oligoribonucleotides 
de 46 nucleotides marques au pCp coiffes (colonnes C, D et E) ou non 
10 (colonnes A et B) ligatures (colonnes B, D et E) ou non (A et C) a une 
etiquette. 

La figure 6 represente Tautoradiographie d'un 
electrophoregramme sur gel de polyacrylamide 12 % des ARNs etiquettes 
15 (C,D) ou non (A,B) avant (A,C) ou apres (B,D) transcription inverse. 

La figure 7 represente Pautoradiogramme d'un gel de 
polyacrilamide 8% d'oligoribonucl£otide de 200nt radiomarqu£s en 3' par 
ligature avec du 32pCp. Colonne A : oligoribonucleotide de 200nt non 
20 coiffe, oxyde et ligature a l'£tiquette hydrazine. Colonnes B : 
oligoribonucleotide de 200nt coiffe, oxyde et ligature a Tetiquette 
hydrazinee. 

La figure 8 represente une autoradiographic d'une membrane de 
25 nylon sur laquelle les ARN etiquetes et des temoins ont ete deposes apres 
hybridation d'une sonde radiomarquee (par kination : reaction de 
phosphorylation) correspondant a un oligodesoxyribonucleotide de 
sequence anticomplementaire a celle de l'etiquette. Tous les points sont 
dupliques. Colonnes AiD: 0,5, 5, 25 et 50 fmoles d'etiquette. Colonne E : 
30 l/10eme des ARNm Etiquetes ont et£ deposes en deux depots. 

La figure 9 montre une autoradiographic d'une membrane de nylon 
sur laquelle les ADNc simples et des temoins ont ete deposes apres 
hybridation avec une sonde oligodesoxyribonucleotidique radiomarquee 
35 par phosphorylation de son extremite 5' dont la sequence est identique k 
celle de Tetiquette. Les colonnes A a E representent differentes 
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concentrations (1 pmole, 100 fmoles, 50 fmdles, 10 fm61es et lfmdle) d'un 
oligodesoxyribonucleotide t^moin de sequence identique k celle de 
l'6tiquette ligaturee. Colonne F : depot des ADNc-simple brin etiquet^s. 

5 La figure 10 represente la photographie d'un gel d'agarose 1,5% 

colore au bromure d'ethidiunudes produits d'ACP de la transcription 
inverse (l/206me des produits de transcription inverse ont 6x6 utilises 
pour chaque reaction d'ACP), 

10 Colonnes A et B : marqueurs de poids moleculaires (d&rrire). 

Colonnes C et D : ACP avec les amorces globines en presence d'ADNc 
(Colonne C) ou non (Colonne D). Colonnes E et F : ACP avec les amorces 
deshydrogenase en presence d'ADNc (colonne E) ou non (colonne F). 
Colonnes G et H : ACP avec les amorces ppl5 en presence (colonne G) ou 

15 non (colonne H) d'ADNc. Colonnes I et J : ACP avec les amorces EIE4 en 
presence (colonne I) ou non (colonne J) d'ADNc. 

Dans les colonnes C, E, G et I, la presence d'une bande k la taille 
attendue temoigne de la presence de la sequence correspondante dans la 
20 population d'ADNc. 

La figure 11 represente la photographie d'un gel d'agarose 1,5% 
colore au bromure d'ethidium. Memes legendes que la figure 10 mais, les 
ACP ont 6x6 r€alisees avec les oligonucleotides anti-sens de chaque couple 
25 d'amorce et un oligonucleotide dont la sequence correspond a celle de 
1'etiquette ligaturee. Les produits d'amplification des colonnes C et E 
montrent que la transcription inverse a recopie la molecule d'ARN et 
1'etiquette oligodesoxyribonucleotidique ligaturee. 



30 
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EXEMPLE 1 : Marquage sp^cifique de la coiffe 5* d'ARNm 

' 1. Ligature du nucleoside biphosphate pCp a Pextr6mite 3' d'ARN 
messager. 

5 

1 ng ARN est incub6 dans un milieu reactionnel final de 10 nl en 
presence de : 

a) 5u d'ARN ligase du phage T 4 dans.le tampon fournit par le 
fabricant (Gribco - BRL) et, 
10 b) 40u de I'inhibiteur des ARNase : RNAzine commercialise par la 

Societe Prom^ga et, 

c) 2 nl de 32 p cp Amersham #PB 10208. L'incubation peut etre 
realisee k 37°C pendant 2 heures ou toute la nuit a 7-8°C. 

15 2. Obtention de TARN sous sa forme coiffee et non coiffee. 

L'ARN est obtenu par transcription in vitro a panir d'une matrice 
d'ADN double brin portant le promoteur de TARN polymerase du phase T7. 

20 2.1. Production de la matrice d'ADN double brin. 

Les matrices d'ADN double brin sont obtenues par PCR de la fagon 
suivante : un oligonucleotide de sequence 5' CT TAA TACGACTCA CTA TAG 
CAT CCT ACT CCC ATC CAA TTC CAC CCT AAC TCC TCC CAT CTC CAC 3' (la 

25 sequence promotrice de 1'ARN polymerase du phage T7 est en italique) est 
amplifie en utilisant un primer 5' de sequence 5' CTTAA TAC GAC TCA CTA 
TAG CAT C 3' et un primer 3' de sequence 5' GTG GAG ATG GGA GGA GTT AGG 
GTG 3'. Chaque reaction est realisee dans un volume de 100 nl et contient 
2mM MgC12 ; 200 \M de chacun des dNTP ; 60 pmoles de chacun des primers; 

30 Ing de matrice ADN simple brin et 2,5 unites de Taq ADN 
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polymerase. Les conditions d'amplification sont les suivantes : 1 cycle 
comprenant 3 min. k 94°C, 30 sec. k 53°C et 30 sec. k 72°C ; 25 cycles 
comprenant 1 min. k 94°C, 30 sec. k 53°C et 30 sec. k 72°C ; 1 cycle avec 1 
min. k 94°C, 30 sec. k 53°C et 5 min. a 72°C. Les produits d'amplification 
5 sont alors s6pares par electrophorfcse sur gel acrylamide 10 % non 
denaturant puis visualises par UV shadowing. Les matrices d'ADN double 
brin ?ont alors eludes du gel, spumises k une extraction phenolique puis 
r6cup£rees par precipitation alcoolique. 

10 2.2. Synthese de TARN coiff£ ou non coiffe. 

L'ARN est obtenu par transcription in vitro de la matrice ADN 
double brin en utilisant le kit de transcription "AmpliScribe T7" 
(Epicentre Technologies). Lorsque le milieu rdactionnel comporte les 

15 4 NTP, TARN produit est depourvu de coiffe (il est alors dote d'une 
extremite 5' de type 5'pppGpNpN...). Pour obtenir i'ARN coiffe, le GTP est 
remplace par un analogue de la coiffe, le m7G(5')ppp(5')G. Ce compost, 
reconnu par la polymerase, est incorpore a l'extremite 5' du transcrit 
naissant lors de l'6tape d'initiation de la transcription. Toutefois, il ne peut 

20 pas etre incorpore lors de Tetape d'elongation. Aussi, 1'ADN servant de 
matrice pour la synthese de TARN a ete congu de telle sorte que le brin 
codant ne porte qu'une seule cytosine en position +1. 

3. Oxydation de la coiffe en 5' 

25 

On dissout 0,1 OD d'ARN : on a utilise deux oligoribonucl£otides de 47 
et 46 nucleotides dont 1 coiffe (+Cap, 47 nucleotides), et Pautre non coiffe 
(-Cap, 46 nucleotides). 

+Cap : -m7 GpppGC^UCCUACUCCCAUCCAAUUCCACCCUAACUCCUCCCAUCUCCAC 
30 -Cap : pppGCAUCCUACUCCCAUCCAAUUCCACCCUAACUCCUCCCAUCUCCAC 

dans 9 \xl de tampon acetate (0.1 M acetate de sodium pH 5.2) et 3 nl de 
solution de periodate de sodium 0. 1 M preparee extemporanement. 



35 
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On incube le melange 1 heure k Pobscurite. Puis on arr£te la 
reaction en ajoutant 4 nl d'6thyl6ne glycol 10 %. On effectue une 
precipitation £thanolique du produit et on dialyse contre de Peau. 



4. Couplage du dialdehyde avec de la biotine 



On dissout le produit d'oxydation obtenu k P6tape precedente dans 
50 nl d'acetate de sodium k pH entre 5 et 5.2 et 50 nl de solution d'hydrazide 
de biotine 0.02M preparee extemporanement dans tin melange 
10 m£thoxy6thanol/eau (1:1) de formule : 

H 
I 

N 



15 



0 - O 

NH 2 -NH-C-(CH2)n-NH-C-(CH 2 )4- 



•NH 



On a utilise un espaceur au sein de Phydrazide de biotine ayant n=5. 
On peut tres bien utiliser les autres hydrazides disponibles dans le 
20 commerce : avec n variant de 0 a 5. 

Puis on incube 2 heures a 37°C. On precipite a Pethanol et on 
dialyse contre de Peau distillee. 

25 EXEMPLE 2 : Capture de PARNm marque avec des billes magnetiques 



30 



1. Les billes magnetiques revetues de Streptavidine sont preparees 
selon les instructions du fournisseur (CPG Inc. USA). Les ARN sont ajoutes 
dans un tampon d'hybridation (NaCl 1,5M, pH 5-6). Puis apres 30 minutes 
d'incubation le materiel non fixe et non biotinyle est elimine. Les billes 
sont lavees plusieurs fois k Peau avec 1% de SDS. 
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2. Recuperation de I'ARNm 



5 



On incube les billes obtenues 15 minutes k 95°C dans de 1'eau 
contenant 2% de SDS. 

3. Resultats experimentaux 



Dans les deux cas, figures 1 et 2, les resultats experimentaux 
presentes correspondent a des autoradiogrammes de gel d'acrylamide 12 % 
10 de 0,4 mm d'epaisseur en tampon TBE 



La figure 1 montre les resultats obtenus avec des 
oligoribonucleotides de 47 nucleotides dont les sequences nucleotidiques 
correspondent aux sequences donnees ci-dessus (exemple 1) : 

15 

Colonnes A et B : oligonucleotide de 46 nucleotides sans coiffe 
marque au pCp radioactif (exemple 1, 1.) soumis (B) ou non soumis (A) au 
procede decrit en exemple 1, paragraphes 3.et 4. Colonnes C et D : 
oligonucleotide de 47 nucleotides avec coiffe marque au pCp radioactif 
20 soumis (D) ou non soumis (C) au procede decrit en exemple 1 (paragraphes 
1.4 4.). 

La difference de migration observee entre les colonnes A et C est 
due k la presence de la coiffe sur les oligonucleotides migrant dans la 
25 colonne C. La difference de migration observee entre les colonnes C et D 
est due a la biotynilation de la coiffe des oligonucleotides. Ceci demontre la 
specificite de la biotynilation de la coiffe. 



La Figure 2 montre les resultats obtenus lors de la recuperation des 
30 oligonucleotides biotyniles et captures par la streptavidine magnetique. 
^oligonucleotide a ete marque au pCp radioactif en 3', puis soumis au 
procede decrit dans T exemple 1.1. Par la suite, les oligonucleotides 
biotyniles ont ete captures avec des billes magnetiques comme decrit dans 
Texemple 2. Puis incubes, 5 (colonne A), 15 (colonne B) et 30 (colonne C) 
35 minutes 4 95°C en presence de 2% SDS. 
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Les produits de la reaction ont ixe analyses par 61ectrophor£se en 
gels de 12 % polyacrylamide en conditions denaturantes (7M ur6e). Les 
gels ont subi une autoradiographic Dans cette manipulation, les liaisons 
hydrazones n'ont pas 6te reduites. 

5 

Les bandes superieures (fleche s) correspondent aux ARNs 
biotyniles avec la liaison hydrazone unissant le linker de la biotine et de 
roligoribonucleotide. Les bandes inferieures (fleche i) correspondent aux 
. molecules (oligoribonucteotide) oxyddes. La liaison hydrazone n'ayant pas 
10 ite stabilisee au cours du chauffage, elle peut se casser et 
roligoribonucleotide retourne a la forme dialdehyde. La colonne D 
presente roligoribonucleotide marqud au pCp comme decrit dans 
1'exemple 1.1. 

15 EXEMPLE 3 : METHODE DE PREPARATION D'ADNc COMPLETS . ETUDE DES ARNs 
COIFFES OU NON COIFFES SYNTHEnQPES 

Cette methode comprend les etapes de : 

20 A) Marquage de l'extr^mite 5' des ARNs par une etiquette 

A.1) Oxydation du diol de la m£thyl-7-guanosine en dialdehyde. 

A.2) Fonctionalisation de l'extremite 3* de Petiquette qui doit 
25 presenter un groupement NH2. 

A.3) Ligature chimique de Petiquette fonctionnalisee sur la coiffe. 

B) Transcription inverse des ARN etiquetes. 

30 

La transcription inverse est amorcee suivant Tune des voies 
classiques consistant & utiliser une amorce oligo-dT, une amorce aleatoire 
ou encore un amorgage specifique comme dans les reactions d'extension 
d'amorces. 



35 
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DM^thode 



1.1. Fonctionnalisation de l'oligonucteotide Etiquette k ligaturer 

5 L'acide nucl&que phosphoryie en 3' est transform^ en hydrazide 

en 3' par le traitement de l'acide nucleique avec une solution aqueuse 
d'hydrazine ou de dihydrazide de formule H2N(R1) NH2 k environ 1 a 3M, 
et k pH 4,5, en presence d'un agent du type carbodiimide soluble dans 
- 1'eau, par exemple du l-ethyl-3 (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide, k 

10 une concentration finale de 0.3 M k une temperature de 8°C pendant la 
nuit. 

^oligonucleotide est alors s£par£ des autres agents et produits par 
une technique standard d'isolement des oligonucleotides. 

15 

1.2. Preparation de la molecule d'ARNm receveuse de l'6tiquette. 

a) elimination des fonctions 3 -OH 

- par ligature enzymatique de sequences depourvues de 3 '-OH par 
20 exemple ligature de pCp comme decrit dans (14) ; 

- par hydrolyse alcaline des ARNs selon le protocole suivant dans 
lequel on realise Thydrolyse alcaline dans un volume final de 100 \d en 
presence de 1,5 Hg d'ARNm en soude 0,1N durant 40 a 60 minutes a 4°C puis 
la solution est neutralisee a l'acide acetique et precipitee dans Tethanol. 

25 

b) Oxydation des fonctions diol. 

. Jusqu'a 1 DO d'ARN est dissoute dans 9 nl de tampon (0.1 M acetate de 
sodium pH 6-7 ou d'eau) et 3 \il de solution de periodate de sodium 
30 0.1M preparee extemporanement. 

. On laisse incuber lh a Tobscurite. 

. On arrete la reaction en ajoutant 4 nl d'ethylene glycol 10%. 
. On laisse incuber k temperature ambiante 15 minutes 
On fait une precipitation ethanolique du produit et on dialyse 
35 contre de l'eau. 
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1.3. Ligature chimique. 

. On dissout TARN dans un milieu acide 50 \d d'acEtate de sodium pH 
4-6 et 50 |xl de solution d'6tiquette fonctionnalisee, puis on reduit 
5 avec un borohydrure, de telle sorte qu'un rapport 1:20 

ARN:£tiquette soit obtenu^ 

. On laisse incuber 2h00 a 37°C ou une nuit (14h) a 10°C. 
. On precipite k TSthanol et on dialyse contre de l'eau distillee pour 
les analyses comrae des Electrophoreses en gel d'acrylamide ou des 
10 HPLC. 

1.4. Transcription inverse. 

a) synthese du premier brin ADNc 
15 Materiel et reactifs 

- Bains Marie (90°C et 40'C) 

- Carbo-glace 

- Albumine de serum bovin acetyle (lOmg/ml (Biolab's) 

- RNasine (5U/ nl, Promega Biotech), la RNAsine est fournie a la 
20 concentration de 40U/\d t on la dilue a 5U/jxl dans un tampon RT 

- R-mercaptoethanol (350mM Sigma). Le fi-mercaptoethanol 
commercialise est fourni k la concentration de 14,4M, pour obtenir 
une solution de 350mM nl melanger 50 \il avec 1950 \i\ d'eau distillee. 
• 10 x tampon RT (100 mM Tris HCL, ph: 8.3 (42°C), 80mM KCL, 16mM 

25 MgCL2) 

- 100 mM de solutions de chaque dNTP (Pharmacia ou Boehringer) 

- ImM dCTP 

- 20mM de pyrophosphate de sodium 

- (a- 32P) dCTP 400 Ci/mmol (Amersham 

30 ^oligonucleotide utilise pour amorcer la transcriptase inversee en 

solution (lOOng/jil en eau distillee) en eau distillee. 

- oligo dT (15-17 (Boehringer) 

- amorces a sequence alEatoire 

- amorce specifique 



35 
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Ntethode : 

- 1'ARN est dilu6 dans 18 \il d'eau chauffee 4 95° C, 5 min, puis on 

ajoute la solution d^crite ci-dessus en 1.2. 
5 - on melange les composants suivants dans un tube k 

microcentrifugation 

10 X tampon RT- 25 \xl 

BSA (5 M/ ixl-) 1 id 

RNAsine (5U/VU 1 r1 
10 dATP(lOOmM) 2 |d 

dTTP(lOOmM) 0,5 jil 

dGTP(lOOmM) 03 ^ 

dCTP(lmM) 2,5 jil 

pyrophosphate de sodium (200mM) 1 *J 
15 eau a 24 m! 

On melange avec la solution d'ARN avec i'amorce hybridee, on incube 

pendant 45 minutes a 42°C et, 

On conserve k - 20° C jusqu'a Tutilisation. 



20 2) Resultats experimentaux 



2.1. Ligature d'oligodeoxyribonucleotides a un 200 mere et un 46 mere 
ARN. 

25 A) Des oligoribonucleotides de 46 ou 200nt sont produits in vitro. En 

fonction des reactifs utilises pour leur synthese, ces oligoribonucleotides 
sont coiffes ou non (respectivement 200+, 46+ et 200-, 46-). Les sequences 
des oligonucleotides 46+ et 46" ont ete donnees dans Texemple 1, 
paragraphe 3. Pour le 200 mere, les sequences sont les suivantes : 

30 

200*: 

m7GpppGCUCCUAUCCCACACUCUCUCACCAUCCTCCACUAUCACCUUUACAUC 
CAAUCCAAUCCCAAUUACAUAUACUCAUCCUAACUCUACCUCUACCCUUCAU 
35 UAACUCCAUUUCCAUUCACCUUCUCCAUACUAACUCCUUCAUACUAUUCAUU 
UCAUCUCACCCUCUACCUCACACAUCUCCCACCUUAUCUACCCUAUACCUCUA 

cue 



WO 96/34981 



PCT/FR96/00651 



27 

200- : 

pppGCUCCUAUCCCACACUCUCUCACCAUCCTCCACUAUCACCUUUACAUCCA 
AUCCAAUCCCAAUUACAUAUACUCAUCCUAACUCUACCUCUACCCUUCAUUA 
5 ACUCCAUUUCCAUUCACCUUCUCCAUACUAACUCCUUCAUACUAUUCAUUUC 
AUCUCACCCUCUACCUCACACAUCUCCCACCUUAUCUACCCUAUACCUCUACU 

c. 

Apres leur synthase, les oligonucleotides sont soumis au proc£d£ 
10 decrit en 1.2.a (ligature au pCp), pour bloquer leur extremite 3*-OH puis au 
precede decrit en 1.2.b pour oxyder les oligonucleotides coiffes. 

B) Un oligodeoxyribonucteotide de 17 nt ( GTTAGTGTGGTTG ATCT) dont 
1'extremitS 3'OH a ete modifiee en 3'-P est soumis au procede decrit en 1.1. 

15 pour lui adjoindre une fonction hydrazide en 3 1 . 

C) Par la suite, l'oligodeoxyribonucleotide produit en 2.1.B et les 
oligoribonucleotides produits en 2.1. A. sont mis en ligature comme decrit 
au 1.3. 

20 

Figure 4 : dans les colonnes A et B sont representes les resultats ou 
sont deposes les oligoribonucleotides de 200nt non coiffes, ligatures 
(colonne B) ou non (colonne A) avec un oligodesoxyribonucleotide 
hydrazine. Dans les colonnes C et D sont deposes les oligoribonucleotides de 
25 200nt coiffes, soumis (colonne D) ou non (colonne C) a la ligature avec un 
oligodesoxyribonucleotide hydrazine. 

Cet exemple montre la specificite de la reaction d'etiquetage des 
ARNs coiffes. Dans les conditions experimentales utilisees, 30 % de 
30 roligoribonucleotide coiffe sont ligatures a Tetiquette. 
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Figure 5 : dans les colonnes A et B sont repr£sentes les resultats ou 
sont deposes les oligoribonucieotides de 46nt non coiffes ligatures 
(colonne B) ou non (colonne A) avec un oligodesoxyribonucleotide 
hydrazine. Dans les colonnes C, D et E sont repr£sent£s les resultats ou sont 
5 d6pos6s les oligoribonucteotides coiffes ligatures avec un 
oligodesoxyribonucleotide hydrazine (colonnes D et E). La colonne C 
repr^sente l'oligoribonucleotide coiff£ non oxyde et non ligature Dans les 
colonnes D et E les bandes k la hauteur de la fleche a represents 
. l'oligoribonucleotide de 46nt oxyde non ligature, les bandes a la hauteur 
10 des fleches b representent le produit de ligature. 

Cet exemple montre la specificite de la reaction d'etiquetage des 
ARNs coiffes avec une autre espece moleculaire d'ARN. 

15 2.2. Transcription inverse des produits ligatures. 

Un oligoribonucl^otide de 46nt est produit in vitro, coiffe ou non. 
Puis, il est soumis au procede de ligature a une etiquette comme decrit en 
1.3, afin de le ligaturer & un oligodesoxyribonucleotide hydrazine de 17 nt. 

20 

L'oligoribonucleotide ligature (correspondant aux bandes b des 
colonnes D et E, figure 5) et l'oligoribonucleotide non ligature 
(correspondant aux bandes a des colonnes D et E de la figure 5) ont ete 
purifies sur gel. Dans la figure 6 les colonnes A et B representent 
25 roligoribonucieotide non ligature reverse transcrit (colonne B) ou non 
(colonne A). Les colonnes C et D representent Toligonucleotide ligature 
reverse transcrit (colonne D) ou non (colonne C). 

On remarque que dans les deux cas, les produits sont radiomarques 
30 car, le 46 mere produit est bloque en 3' au pCp radioactif. Mais, les memes 
quantites d'oligonucleotides ont ete deposees dans les colonnes A, B, C et D. 
Le signal plus intense dans les colonnes B et D ainsi que la presence d'une 
bande surnumeraire temoignent de la realisation de la transcription 
inverse. 

35 

Le signal de la colonne D indique que la transcription inverse a ete 
realisee a travers la coiffe. 
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EXEMPLE 4 : METHODE DE PREPARATION D'ADNc COMPLETS (II: ETUDE SUR 
DES ARNm PLACENTAIRES) 

La methode comprend le m£mes etapes que dans 1'exemple 3. Nous 
5 avons apportd quelques modifications dans la realisation pratique de la 
methode. 

I) Methode 

10 1.1. Fonctionalisation de l'oligonucleotide Etiquette a ligaturer. 

3 unit6 DO de l'oligodeoxyribonucleotide de sequence 

ATCAAGAATTCGCACGAGACCATTA (extremites 5* -OH et 3' -P) sont 
15 dissoutes dans 70^1 d'une solution 1.5M d'hydroxybenzotriazole pH 5.3 
realisee dans du Dimethylformamide/Eau (75:25) contenant 2ng de 1-ethyl- 
3 (3-dimethylamibnopropyl) carbodiimide. Incuber 2h30 k 22°C. 

Precipiter deux fois dans du UClO^Acetone. 
20 Resuspendre le culot dans 200^1 d'hydrazine 0.25M. 

Incuber a 8°C de 3 a 14h00. 
Precipiter deux fois dans du IJCIO4/ Acetone. 

1.2. Preparation de la molecule receveuse de l'etiquette. 

25 

a) Preparation des ARNm de placenta 

Les ARNs messagers ont €x€ extraits a partir de blocs de 2cm de cote 
de placenta conserve a -80°C en utilisant les techniques classiques 
d'extraction d'ARN totaux en phenol acide puis de chromatographic oligo 
30 dT pour purifier les ARNm. L'integrite des ARNm est verifiee par 
Northern Blot. 



35 



b) Oxydation des fonctions diols 

Comme decrit dans Texemple 3, paragraphe 1.2. 
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1.3. La Ligature chimique a 6te realisee comme decrit dans I'exemple 3 
paragraphe 1.3. Avec la modification suivante : retape de precipitation est 
remplacee par une etape de chromatographic d'exclusion pour elimier les 
oligodesoxyribonucieotides hydrazines non ligatures. Le protocole suivit 

5 est le suivant : 

a) Preparation de la colonne 

On equilibre 10ml de gel AcA34 (BioSepra#230151) dans 50 ml de 
tampon (Tp : lOmM Tris pH 8.0, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0?05 % SDS). 
10 On laisse s£dimenter. On eiimine le surnageant. Le gel est remis en 

suspension dans 50 ml de Tp. 

On repute cette etape 2 ou 3 fois. 

On introduit une bille de verre (diametre 3mm) dans une pipette 
jetable de 2ml (longeur 25cm). 
15 On remplit la pipette de -la suspension de gel jusqu'a ce que la 

hauteur de gel se stabilise a 1cm du haut de la pipette. 

On Equilibre alors la colonne avec 20ml de tampon d'equilibration 
(lOmM Tris Hcl pH 7,4, 20 mM NaCl). 

20 b) Chromatographic 

On melange 10nl d'echantillon (ARN etiquette) dans 39^x1 d'Uree 10M 
et 2^1 de tampon bleu-glycerol (dissoudre 5mg de bleu de bromophenol 
dans 60 % de glycerol (v/v), filtrer avec un filtre de 0,45jxm de diametre). 
On depose sur la colonne. Des que Techantillon a penetre, ajouter du 
25 tampon d'equilibration. 

On collecte des fractions de lOOjil. Une etiquette de 46nt apparait 
dans la fraction 16 et les suivantes. 

On conserve les fractions 3 a 15, les reunir puis les precipiter & 
rethanol. 

30 

1.4. Transcription inverse 

La transcription inverse est realisee avec la transcription inverse 
Superscript II de Gibco-BRL en suivant les instructions du fabricant. Pour 
amorcer la reaction 50 pmoles de nonameres & sequence aleatoire sont 
35 utilises. 
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1.5. Empreintes d'ARN et d'ADNc 

Les empreintes d'ADNc et d'ARN (RNA et cDNA-blots) ont ete 
r^alisees sur une membrane de nylon chargee positivement selon les 
m£thodes classiquement utilisees. Les ADNc ont ixe deposes sur la 
5 membrane aprds que les heteroduplexes ADNcrARN aient subi une 
hydrolyse alcaline pour eiiminer les ARNs. 

Un oligodSsoxy ribonucleotide de sequence 
(TAATGGTCTCGTGCGAATTCTTGAT) anti-complementaire de l'oligonucteotide 
10 ligature est marqu6 4 son extremity 5* avec du 32p e t hybride avec les RNA- 
blots. Un oligonucleotide de sequences identique a celle de 
^oligonucleotide ligature est marque 4 son extremity 5' avec du 32p e t 
hybride avec les cDNA-blots. 

15 1.6. Amplification en chaine par polymerase (ACP). 

Les ADNc obtenus apres transcription inverse sont utilises comme 
matrice de reaction d'ACP. Deux types de reactions sont realises. 

a) Des amplifications pour detecter des sequences specifiques 
20 (globine, deshydrogenase, ppl5 et facteur d'elongation E4). Les amorces 
oligodesoxyribonucleotidiques suivantes ont ete utilisees. 

alpha-globine 

25 GL0_S : CCG ACA AGA CCA ACG TCA AGG CCG C 

GL0_As : TCA CCA GCA GGC AGT GGC TTA GGA G 3* 

deshydrogenase 



30 3 DH_S : AGT GAT TCC TGC TAC TTT GGA TGG C 
3 DH_As : GCT TGG TCT TGT TCT GGA GTT TAG A 
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PP15 

PP15_S : TCC AGA ATG GGA GAC AAG CCA ATT T 
PPlSJVs : AGG GAG GAG GAA ACA GCG TGA GTC C 

5 

Facteur d'elongation E4 * 



EFA1.S : ATG GGA AAG GAA AAG ACT CAT ATC A 
EFlA_As : AGC AGC AAC AAT CAG GAC AGC ACA G 

10 

b) Des amplifications realisees avec les oligodesoxyribonucleotides 
antisens (.As) des couples decrits precedemment et une amorce choisit 
dans la sequence de Toligodesoxyribonucleotide ligature 
(ATCAAGAATTCGCACGAGACCATTA). 

15 

2) Resultats experimentaux 



2.1. Efficacite de la ligature chimique 



20 ^oligonucleotide de 25nt decrit au 1.1 Exemple 4, a ete modifie 

comme decrit dans ce paragraphe et ligature a l'oligoribonucleotide de 
200nt coiffe ou non decrit dans i'exemple 3. 

Figure 7 : Colonne A : oligoribonucleotide de 200nt (radiomarque & 
25 son extremite 3' par du 32 pCp) non coiffe, oxyde et ligature & l^tiquette. 
Colonne B : oligoribonucleotide de 200nt (radiomarque a son extremite 3' 
par du 32 pCp) coiffe oxyde et ligature a l'6tiquette hydrazinee. Dans cette 
colonne la bande inferieure (i) correspond au 200 mere non ligature 
tandis que la bandu superieure (s) correspond au 200 mere ligature. Dans 
30 les conditions de preparation de Tetiquette et de ligature, 80 % de 
Toligonucleotide coiffe ont ete ligatures. 
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2.2 Ligature de P6tiquette sur des ARN poly A+ 

.Des ARNs messagers placentaires (7jig) sont oxydes dans les 
conditions . d£crites dans l'exemple 3 puis ligatures a un 
5 olidesoxyribonucl£otide hydrazine dans les conditions d£crites dans 
Pexemple 4. ^oligonucleotide jion ligature est elimine au moyen d'une 
chromatographie d'exclusion (AcA34) comme decrit au point 1.3 de 
l'exemple 4. La presence d'etiquette ligaturee est v^rifiee par hybridation 
d'une sonde avec des depots d'ARNs etiquetes sur une membrane de Nylon 
10 comme decrit au point 1.5. de l'exemple 4. 

La figure 8 represente une autoradiographic de la membrane apres 
hybridation de la sonde. Tous les points sont dupliques. Colonnes A a D : 0.5, 
5, 25 et 50 f moles d'etiquette. Colonne E : l/10eme des ARNm etiquettes ont 
15 ete deposes en deux depots. 

2.3. Transcription inverse a travers la coiffe 

Les 9/10eme des ARNs etiquettes obtenus au point 2.2. de l'exemple 4 
20 sont reverse transcrits comme decrits en 1.4, Exemple 4, puis deposes sur 
membrane et analyses comme decrit en 1.6, E\emple 4, ou utilises comme 
matrice de reactions d'ACP comme decrit en 1.6 a) et b). 

La figure 9 montre une autoradiographic de la membrane apres 
25 hybridation avec la sonde radiomarquee decrite en 1.6. 

Les colonnes A k E reprSsentent differentes concentrations (1 
pmole, 100 fmoles, 50 fmdles, 10 fmoles et 1 fmole) d'un 
oligod£soxyribonucl£otide t£moin de sequence identique k celle de 
30 l'etiquette ligaturee. Colonne F : Depot des ADNc-simple brin etiquettes. 
Approximativement 1 5 fmoles d'etiquette sont presentes. 

Ces resultats demontrent que la transcription inverse peut etre 
r£alis£e k travers la coiffe et en particulier que la transcriptase inverse 
35 franchie la liaison 5'-P-P-P-5' de la coiffe des ARN messagers eucaryotes. 
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La figure 10 repr^sente la photographie d'un gel d'agarose 1,5 % 
colore au bromure d'ethidium des produits d'ACP de la transcription 
inverse (l/20eme des produits de transcription inverse ont ete utilises 
pour chaque reaction d'ACP). 

5 

Colonnes A et B : marqueurs de poids moleculaires (d^crire). 
Colonnes C et D : ACP avec Its amorces globine en presence d'ADNc 
(Colonne C) ou non (Colonne D). Colonnes E et F : ACP avec les amorces 
deshydrogenase en presence d'ADNc (colonne E) ou non (colonne F). 
10 Colonnes G et H : ACP avec les amorces ppl5 en presence (Colonne G) ou 
non (colonne H) d'ADNc. Colonnes I et J : ACP avec les amorces HE4 en 
presence (colonne I) ou non (colonne J) d'ADNc. 

Dans les colonnes C f E, G et I la presence d'une bande a la taille 
15 attendue temoigne de la presence* de la sequence correspondante dans la 
population d'ADNc. 

La figure 11 represente la photographie d'un gel d'agarose 1,5 % 
colors au bromure d'ethidium. Meme tegende que la figure 10, mais les 

20 ACP ont 6te r£alisees avec les oligonucleotides anti sens de chaque couple 
d'amorce et un oligonucleotide dont la sequence correspond k celle de 
Tetiquette ligature. Les produits d'amplification des colonnes C et E 
montrent que la transcription inverse a recopie la molecule d'ARN et 
Tetiquette oligodesoxyribonucleotidique ligaturee. Les profils obtenus 

25 dans la colonne C sont vraisemblablement dus aux^onditions d'ACP qui 
n'ont pas ete optimisees pour les couples d'amorces utilises. 
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REVINDICATIONS 

1. Methode de couplage specifique de la coiffe de l*extr£mite 5* d'un 
fragment d'ARNm eucaryote par une molecule fonctionnalisee par une 
5 fonction amine, dans laquelle on effectue les Stapes suivantes : 

a) on modifie sp£cifiquement l'extremite 3' dudit fragment d'ARN, 
notamment d'ARNm, de sorte que la derntere base ne comporte plus 
de groupe OH en positions 2' et 3' ; 

b) on realise une oxydation sp£cifique de diol en dialdehyde sur la 
10 fonction 2\ 3*-cis diol de la methyl guanpsine de Pextremite 5* dudit 

fragment d'ARNm ; et 

c) on realise le couplage du 2', 3' dialdehyde obtenu k l'etape b) 
avec la fonction amine de ladite molecule. 

15 2. M6thode selon la revendication 1, caracterisee en ce que la 

modification de l'etape a) se fait par adjonction a l'extremit£ 3' dudit 
fragment d'ARNm d'un nucleotide ou d'un oligonucleotide dont l'extremit£ 
3' ne comporte pas de fonction 2', 3' diol. 

20 3. Methode selon la revendication 2, caracterisee en ce qu'a l'etape 

a) la modification specifique de Textremite 3'dudit fragment d'ARNm est 
realisee par ligature d'un nucleoside 3', 5' diphosphate (pNp) en utilisant 
une enzyme, notamment une ARN ligase. 

25 4. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que, lorsque 

le fragment d'ARNm comporte une extremite 3' polyA se terminant en 3* 
par une fonction 2', 3* diol a l'etape a), et la modification specifique de 
l'extr£mit£ 3' dudit fragment d'ARNm est realisee par hydrolyse alcaline 
menagee, suivie d'une etape de separation des fragments a extremity 3* 

30 polyA gen£r£s par l'hydrolyse alcaline. 

5. Methode selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisee en ce 
que Ton realise 1'oxydation specifique d'une fonction diol en fonction 
dialdehyde de l'etape b) avec du periodate. 

35 
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6. Methode selon Tune des revendications 1 & 5 caracterisee en ce 
qu'& l'6tape c), on realise le couplage de la dialdehyde avec ladite fonction 
amine en milieu acide suivi d'une reduction avec un borohydrure. 



5 7. Methode selon Tune des revendications 1 a 6 caracteris^e en ce 

que ladite molecule fonctionnalisee est une molecule biologique. 

8. Methode de marquage specifique de la coiffe de Pextr6mit£ 5' 
d'un fragment d'ARNm eucaryote, caract£ris6e en ce qu'on utilise une 
10 methode de couplage selon Tune des revendications 14 7 dans laquelle 
ladite molecule est une molecule de marquage. 



9. Methode d'isolement de I'extremite 5' d'un ARNm eucaryote dans 
un echantillon biologique, caract£ris£e en ce qu'on utilise une methode de 

15 couplage selon 1'une des revendications 1 a 7, dans laquelle ladite molecule 
est une molecule permettant l'isolement du fragment d'ARNm auquel elle 
est couplee. 

10. Trousse de reactifs utile pour la mise en oeuvre d'une methode 
20 selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'elle comporte : 

- des reactifs de modification specifique de Textremite 3' d'ARNm 2\ 
3' diol 

- des reactifs d'oxydation de la fonction 2'3'-diol £ Textremite 5' en 
dialdehyde ; et 

25 - des reactifs de couplage covalent entre la dialdehyde et ladite 

fonction amine de ladite molecule. 



11. Trousse de reactifs selon la revendication 10, caracterisee en ce 
que ledit r£actif d'oxydation est du periodate de sodium. 

12. Trousse de reactifs selon la revendication 10 ou 11, caracterisee 
en ce que lesdits reactifs de couplage avec ladite fonction amine 
component un tampon acide a pH entre 4 et 6 et un reactif de reduction 
consistant en un borohydrure. 



35 
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13. Trousse de rdactifs selon Tune des revendications 10 k 12 
caracterisee en ce que lesdits r&ictifs de modification de ladite extnhnite 
sont des reactifs permettant le couplage de l'extremite 3' dudit ARNm avec 
l'extremite 5' d'un oligonucleotide ou d'.un nucleotide ne comportant pas 

5 de fonction 2\ 3' diol k son extremite 3'. 

14. Trousse de reactifs selon la revendication 13, caracterisee en ce 
que lesdits reactifs de modification de l'extremite 3' dudit ARNm consistent 
en un nucleotide 3', 5' diphosphate pNp et une enzyme de ligature ARN 

10 ligase T4. 

15. Methode d'isolement de l'extremite 5' d'un ARNm eucaryote dans 
un echantillon biologique selon la revendication 9, caracterisee en ce 
que : 

15 1) on realise le couplage specifique de la coiffe a Textremite 5* de 1' 

ARNm avec une premiere molecule PI selon Tune des 
revendications 1 a 7 pour obtenir le conjugue PI -ARNm ; 

2) on met ledit ARNm marque par ladite premiere molecule 
20 biologique (Pl-ARNm) en presence d'une deuxieme molecule P2 qui 

se lie de fagon covalente ou non covalente avec ladite premiere 
molecule de maniere a former un conjuge ou respectivement un 
complexe (P2 / Pl-ARNm) ; 

25 3) on separe ledit conjugue ou dit complexe P2 / Pl-ARNm de 

Techantillon et, 

4) on effectue eventuellement la coupure de la liaison covalente ou 
la decomplexation entre P2 et PI pour recuperer l'ARNm couple 
30 Pl-ARNm. 

16. Methode selon la revendication 15 caracterisee en ce que : 

a) a retape 2) ladite deuxieme molecule se trouve fixee a une phase 
solide et, 

35 b) k retape 3) on separe la phase solide revetue dudit conjugue ou 

dit complexe de l'echantillon. 
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17. Methode selon la revendication 15 ou 16, caract£ris6e en ce que 
PI et P2 sont des molecules biologiques qui interagissent de fagon non 
covalente et forment un complexe. 

5 18. Mdthode selon Tune des revendications 15 k 17, caracterisee en 

ce que PI est 1'hydrazide de biojine et P2 est Tavidine ou la streptavidine. 

19. M6thode selon Tune des revendications 16 & 18 caracterisee en 
ce que la phase solide est constitute par la face interne du recipient dans 

10 lequel se trouve P6chantillon biologique ou un element tel que des billes 
que 1'on introduit dans ledit recipient. 

20. Methode selon Tune des revendications 15 a 19, caracterisee en 
ce qu'on isole un ARNm complet. 

15 

21. Methode selon Tune des revendications 15 a 20, caracterisee en 
ce qu'elle comporte une etape supplementaire de coupure entre PI et ledit 
ARNm, pour recuperer PARNm non coupld. 

20 22. Trousse de r£actifs utile pour la mise en oeuvre d'une methode 

selon Tune des revendications 15 a 21, caracterisee en ce qu'elle 
comporte : 

-les elements d'une trousse de couplage specifique de la coiffe 5' 
d'ARNm avec ladite premiere molecule selon I'une des 
25 revendications 10 a 14, 

- et une solution de ladite deuxieme molecule ou une phase solide 
sur laquelle se trouve fixee ladite deuxieme molecule. 

23. Methode de preparation d'extremite 3* d'ADNc, notamment 
30 d'ADNc simple brin complet, dans laquelle on effectue les etapes 
suivantes : 

a) on effectue une transcription inverse d'ARNm obtenu par une 
methode d'isolement selon Tune des revendications 9 ou 15 k 21 ; 

b) on ^limine les ARN simples brins et fragments d'ARN non 
35 hybrides pour ne conserver qu'une population d'heterodupiexes 

ADNc/ARNm dans lesquels l'ARNm est un ARNm dont la coiffe en 5' 
est couplee specifiquement par une dite premiere molecule. 
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c) on capture lesdits heteroduplexes i Paide d'une phase solide 
revetue de ladite deuxteme molecule et, 

d) on effectue une d£shybridation des heteroduplexes pour 
recuperer les ADNc simple brin. 

5 

24. MSthode selon la revendication 23, caracterisee en ce qu'k 
l'£tape b), l'^limination des ARN simples brins ou fragments d'ARN non 
hybrid^s s'effectue par traitement enzymatique a l'aide d'une enzyme qui 
degrade les ARN simples brins ou non hybrid£s et conserve intacts les 

10 heteroduplexes ARN/ADN. 

25. Methode selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'a 
l'etape b) on utilise une enzyme RNase Tl ou une nuclease SI. 

15 26. Methode de preparation d'ADNc double brin eucaryote 

correspondant a l'extremite 5' d'ARNm et notamment d'ADNc complet dans 
laquelle on effectue les etapes suivantes : 

a) On effectue le couplage de la coiffe de l'extremite 5' d'un 
20 fragment d'ARNm eucaryote, selon une methode de Tune des 

revendications 1 a 6 dans laquelle ladite molecule fonctionnalisee 
est un oligonucleotide Etiquette comportant une fonction amine a 
son extremite 3' et dans laquelle methode, la premiere etape de 
modification de l'extremite 3' de l'ARNm est facultative, 

25 

b) On effectue la transcription inverse de l'ARNm ligature obtenu a 
l'etape a), 

c) On denature les heteroduplexes obtenus k l'etape b) et on elimine 
30 les fragments d'ARN simples brins pour obtenir le premier brin 

d'ADNc, 

d) On effectue la synthase du deuxieme brin a Taide de l'enzyme 
ADN polymerase et d'une amorce dont la sequence est anti- 

35 complementaire de la totalite ou d'une partie de la sequence dudit 

oligonucleotide etiquette. 
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27* ARNm couple sp^cifiquement par la coiffe de Textr^mite 5' 4 
unedite molecule, obtenu par une m^thode selon Tune des revendications 
Ii9oul5£20. 

5 28. Methode de capture d*une proteine Po reconnaissant* un ARNm, 

dans laquelle on met en presence ladite proteine avec de TARNm obtenu 
par une methode d'isolement selon Tune des revendications 15 a 21, puis 
on recupere le complexe (Po/ARNm complet) et on effectue une 
decomplexation pour r6cup£rer ladite proteine Po. 

10 
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